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(§) PROCEDE POUR REDUIRE DANS UN FLUIDE LA CONCENTRATION EN MOLECULES SUSCEPT1BLES DE 
~ REAGIR AVEC UN ACIDE NUCLEIQUE, F1LTRE ET ARTICLE A FUMER UHLISANT LE PROCEDE. 



La presente invention conceme un procede pour re- 
duire, dans un fluide, tel un gaz ou une fumee, destine a etre 
mis en presence avec une structure biologique telle une cel- 
lule humaine, la concentration en molecules mutaaenes ou 
cancerigenes susceptibles de reagir avec un acide nuclei- 
que de ladite structure biologique, en mettant en contact 
prealablement a la mise en presence dudit fiuide avec ladite 
structure, (edit fluide avec une quantite suffisante d'acide 
nucleique. Plus particulierement, cette invention conceme 
un fiitre comprenant une preparation contenant un acide nu- 
cleique mettant en oeuvre ledit procede, ainsi qu'un article 
a fumer contenant ledit filtre tel une cigarette, un cigare ou 
une pipe. 
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La presente invention concerne un procede pour reduire, dans un 
fluide, tel un gaz ou une fumee, destine a etre mis en presence avec line 
structure biologique telle une cellule humaine, la concentration en 
molecules mutagenes ou cancerigenes susceptibles de reagir avec un 
5 acide nucleique de ladite structure biologique, en mettant en contact 
prealablement a la mise en presence dudit fluide avec ladite structure, 
ledit fluide avec une quantite suilisante d'acide nucleique. Plus 
particulierement, cette invention concerne un filtre comprenant une 
preparation contenant un acide nucleique mettant en ceuvre ledit 

10 procede, ainsi qu*un article a fumer contenant ledit filtre tel une 
cigarette, un cigare ou une pipe. 

Le tabagisme est largement repandu a travers le monde depuis de 
nombreuses annees. Seulement recemment il a ete demontre que la 
fumee de tabac est dangereuse pour la sante non seulement des 

15 fumeurs mais egalement des non-fumeurs victimes du tabagisme 
passif. En 1994, le tabagisme etait responsable de 85 a 90% des cas de 
cancers du poumon en France, ce qui correspond, pour la seule annee 
1994, a une valeur moyenne de 20 000 deces provoques par cancers du 
poumon dus au tabagisme. 

20 Depuis quelques annees, des efforts considerables sont deployes 

pour reduire les effets nuisibles de la fumee de tabac sur la sante. De 
nombreux rapports ont mis en evidence la nocivite de la fumee de tabac 
et en particulier des cigarettes. II a ete possible d'identifier reflet 
mutagene et cancerigene de certains composes chimiques contenus 

25 dans la fumee de tabac. La plupart de ces composes cancerigenes, 
identifies dans les goudrons de la fumee de cigarettes qui resultent de la 
condensation de la fumee de tabac et de la plupart des constituants 
aisement condensables de la phase gazeuse, ne sont pas presents dans 
les fendilles de tabac originelles mais sont formes par pyrolyse a la 

30 temperature elevee de combustion du tabac. En effet, au moment ou 
Fair est aspire a travers la cigarette, la temperature de la zone de 
combustion atteint approximativement 884°C et lorsque la cigarette 
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brule sans etre traversee par Pair, la temperature est d'environ 835°C. A 
de telles temperatures, il se produit des reactions pyrolytiques intenses 
dans le tabac, qui sont la cause de la formation de substances 
mutagenes et cancerigenes dans la fumee produite. 
5 Ces composes toxiques contenus dans la fumee de tabac exercent 

leur action nocive au niveau de TADN (pour revue, voir Hecht S.S:, 
1999). Izzoti et aL (1999) ont ainsi recemment demontre la formation 
d'adduits d'ADN et la persistance d'alteration de nucleotides dans FADN 
de rats places dans un environnement enfume par la fumee de 
10 cigarette. 

Au moins sept hydrocarbures polycycliques cancerigenes ont pu 
etre identifies dans la fumee de tabac, et parmi les composes fortement 
cancerigenes de ce type, il convient de citer les benzo(a)-pyrene, le 
dibenzo (a, i)-pyrene et le dibenzo(a, h)-anthracene. La liaison de ces 

15 hydrocarbures polycycliques a FADN semblent etre une condition 
prealable a l'initiation de leur bioactivite (pour revue, voir Welch et aL, 
1977 ; Shoyab, 1979). 

Parmi les autres composes toxiques contenus dans la fumee de 
cigarette, il convient de citer les radicaux libres. II a ete demontre 

20 recemment que les radicaux libres contenus dans le goudron 
s'associent a 1'ADN et y provoquent des dommages vraisemblablement 
responsables de la toxicite liee au tabagisme (Pryor et aL, 1998 ; Stone 
et aL, 1994). Le monoxyde d'azote (NO) est le radical libre le plus 
important dans la phase gazeuse de la fumee de cigarette ; au cours de 

25 la combustion du tabac, NO participe a differentes reactions qui 
conduisent a la formation de dioxyde d'azote, des radicaux isoprene, des 
radicaux peroxy et alcoxy. II a ainsi ete demontre que le peroxyde 
dliydrogene induit des dommages oxydatifs dans YADN de cellules 
epitheliales pxalmonaires de type II de rat (Meehan et al. y 1999). 

30 La fumee de cigarette contient egalement de Tacide 

hydrocyanique, des aldehydes aliphatiques satures et insatures telles 
Tacroleine, le formaldehyde et l'acetaldehyde qui contribuent aux effets 



2800299 



toxiques dramatiques de la fumee de cigarette. II a ainsi ete demontre 
que la formaldehyde induit des cancers nasaux chez le rat, 
Tacetaldehyde a des effets toxiques sur le myocarde, et Tacroleine est 
susceptible d'induire le cancer du foie. 
5 La fumee de tabac contient egalement des N-nitrosamines telles la 

N-nitrosornicotine (NNN), la 4-(methylnitrosoamino)- l-(3-pyridyl)-l- 
butanone (NNK) et la 4-(methylnirosamino)-l-(3-pyridyl)-l-butanol 
(NNAL) qui sont de puissants carcinogenes. Ainsi, le NNN induit des 
tumeurs du poumon chez la souris, des tumeurs de la trachee chez le 

10 hamster, et des tumeurs de Toesophage et de la cavite nasale chez le rat. 
NNK induit des tumeurs du poumon chez la souris, le hamster et le rat, 
mais egalement des tumeurs du foie, de la cavite nasale et du pancreas 
chez le rat. L'action des nitrosamines specifiques du tabac se fait via la 
formation d'adduit avec l'ADN (Hecht S.S., 1999). 

15 Des types de pyrolyse comparables a celles produites dans le 

tabac existent egalement dans certains precedes industriels et sont 
responsables de la contamination de Tair par des substances 
cancerigenes ; il convient de citer de maniere non exhaustive les 
precedes de distillation destructrice du charbon et du bois, de fumage 

20 de denrees alimentaires, comme les viandes et les poissons, la 
combustion du fuel dans les moteurs diesel ou a essence, Pincineration 
des ordures. 

Le precede de Tinvention s'applique done non seulement au 
traitement de la fumee de tabac mais egalement au traitement de tous 

25 gaz contenant des composes mutagenes et cancerigenes ayant une 
affinite pour l'ADN. A ce titre, Tamiante constitue tin compose mutagene 
et cancerigene ayant une affinite pour TADN. 

Le precede de Tinvention sera decrit plus particulierement, pour 
ce qui concerne la fumee de tabac des cigarettes. 

30 Les cigarettes ont en general une structure en forme de baton 

cylindrique et sont composees d'une portion de materiel a fumer tel que 
par exemple des morceaux de tabac entoures d'au moins un papier 
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formant ainsi une structure appelee « baton de tabac » . En general, les 
cigarettes ont un element filtre cylindrique aligne bout-a-bout avec le 
baton de tabac et attache a celui-ci. Les cigarettes sont utilisees par le 
fumeur en allumant une extremite et en brulant le baton de tabac. Le 
5 fumeur regoit Tessentiel de la fumee dans sa bouche en aspirant dans 
la direction opposee de la cigarette correspondant en general a 
rextremite du filtre. 

L'element filtre est entoure d*un papier qui peut ou non laisser 
passer I'airau moyen de perforations ; Telement filtre est en outre 

10 ouvert a son extremite non liee avec le baton de tabac pour permettre le 
passage de Fair et de la fumee au travers. Typiquement, le filtre a une 
longueur qui varie de 15 mm a 35 mm, de preference de 25 a 30 mm et 
une circonference allant de 17 a 27 mm, de preference de 22 a 25 mm. 
Le materiaux utilise provient en general de materiaux fibreux tels 

15 Tacetate de cellulose, la viscose ou des fibres de polypropylene ; des 
materiaux tels un gel de silice, du charbon active, de la triacetine et/ou 
du polyethylene glycol peuvent etre incorpores dans le filtre. 

Le filtre a pour fonction principale d'eliminer une vaste gamme de 
particules contenues dans la fumee. Ainsi, il est d*usage courant depuis 

20 plusieurs annees d*utiliser differents systemes de filtres dans les 
cigarettes et autres articles a fumer pour reduire la quantite de certains 
constituants toxiques de la fumee, notamment les composes ayant des 
efTets mutagenes et cancerigenes. Ces filtres reduisent dans une 
certaine limite les constituants nocifs contenus dans la fumee de tabac, 

25 mais leur efficacite demeure encore insatisfaisante. Le but de la 
presente invention est done de palier a cette inefficacite. 

L'objet de la presente invention est done de fournir un procede 
pour reduire, dans un fluide destine a etre mis en presence d*une 
30 structure biologique comprenant au moins un acide nucleique, la 
concentration en molecules susceptibles de reagir avec ledit acide 
nucleique caracterise en ce que, prealablement a la mise en presence 
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dudit fluide avec ladite structure, on met en contact ledit fluide avec un 
acide nucleique en quantite suflisante pour permettre la reaction 
desdites molecules sur ledit acide nucleique mis en contact avec ledit 
fluide. 

5 Par structure biologique, on entend designer une cellule 

vivante procaryote ou eucaiyote, animale ou vegetale. Parmi les cellules 
animates, il convient de citer les cellules de mammiferes tels les bovins, 
les ovins, les caprins, le pore, les equides, les rongeurs tels la souris, le 
rat et de preference les cellules humaines. Les cellules humaines sont 

10 de preference les cellules impliquees dans la fonction respiratoire et 
celles qui sont en contact direct avec la fumee de tabac et le goudron 
issu de la combustion du tabac telles que les cellules du tractus 
respiratoire telles par exemple les cellules epitheliales pulmonaires, les 
cellules nasales, les cellules de la trachee. Par extension, on entendra 

15 par structure biologique un organisme vivant entier tel un homme ou 
une femme, un animal, une plante. 

Le fluide selon Pinvention est un fluide gazeux ou un fluide 
liquide. De maniere preferee il s'agit d'un fluide gazeux tel que Pair ou la 
fumee. Lorsqu'il s'agit d'air, il s'agira d'air vicie e'est-a-dire d'air pollue 

20 par des composes qui le rendent peu propres a son utilisation par une 
structure biologique. La fonction de respiration est un exemple 
d*utilisation par une structure biologique. 

Par fumee on entend designer le melange plus ou moins dense et 
de couleur variable de produits gazeux et de tres fines particules solides 

25 qui se degage de corps en combustion ou portes a haute temperature. 
Selon un mode de realisation de Pinvention la fumee provient de la 
combustion d\in article a fumer comprenant une portion de tabac 
comprenant au moins un produit de type tabac. Selon un mode pre fere 
de realisation la fumee selon Tinvention est Tarticle a fumer est de 

30 preference une cigarette, un cigare ou une pipe. Selon un autre mode de 
realisation de Tinvention, la fumee provient de precedes industriels. 
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L'acide nucleique selon Tinvention est compose (Tail moins un 
nucleotide; de maniere preferee, Tacide nucleique est, selon Tinvention, 
un polynucleotide, tel que de PADN ou de TARN. L'acide nucleique selon 
Tinvention peut etre sous la forme simple brin, double brin ou sous 
5 forme triplex. De maniere plus preferee, Tacide nucleique selon 
Tinvention est de TADN double brin. 

I/acide nucleique selon Tinvention peut etre modifie pour favoriser 
sa reactivite avec les molecules susceptibles de reagir avec tout acide 
nucleique. Ces modifications de Tacide nucleique peuvent etre 

10 introduces chimiquement, physiquement ou biologiquement Elles 
conduisent a des modifications intrinseques des nucleotides, a des 
modifications des liaisons entre deux nucleotides, et/ou a des 
modifications des liaisons entre deux nucleotides situes chacun sur un 
brin de Tacide nucleique double brin. L'acide nucleique de Tinvention 

15 peut ainsi contenir des nucleotides modifies, c'est-a-dire autres que les 
nucleotides dits « normaux » qui sont Tacide adenylique ou 
deoxydenylique, Tacide guanylique ou dioxyguanylique, Tacide 
cytidylique ou deoxycytidilique, Tacide thymiciilique ou 
deoxytfiymidilique, Tacide uridilique. Les nucleotides modifies peuvent 

20 etre modifies a n'importe quelle position des nucleotides. Un grand 
nombre de nucleotides modifies sont utilisables pour la mise en oeuvre 
de Tinvention. Ces nucleotides modifies sont choisis pami les 
nucleotides modifies artificiellement ou naturellement. Parmi les 
nucleotides modifies naturellement, il convient de citer ceux presents 

25 dans les ARN procaryotes ou eucaryotes (pour revue, voir Limbach et 
al, 1995 ; Motorim et Grosjean, 1998). 

Une sequence specifique d'acide nucleique peut egalement etre 
utilisee afin de favoriser la reactivite d*une molecule particuliere avec 
ledit acide nucleique. Par ailleurs, la sequence de Tacide nucleique 

30 selon Tinvention peut etre choisie de telle sorte quelle favorise la 
formation d\ine structure particuliere de la molecule d'acide nucleique. 
Ainsi, une sequence d'acide nucleique double brin possedant une 
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repetition de dinucleotides {TG) n presente la propriete d'adopter une 
conformation particuliere appelee forme Z de PADN, les dinucleotides 
(TC)n presentent la propriete d'adopter une conformation particuliere 
appelee forme H de l'ADN. 
5 Le procede selon Tinvention est caracterise en ce que ladite mise 

en contact dudit fluide avec ledit acide nucleique en quantite suffisante 
se fait dans un compartiment intermediaire. Le fluide est mis en 
presence de ladite structure biologique apres sejour dans ledit 
compartiment intermediaire ou apres passage au travers dudit 

10 compartiment intermediaire qui comprend une preparation contenant 
ledit acide nucleique. 

Le procede selon Tinvention est caracterise en ce que ledit 
compartiment est constitue d*un support solide sur lequel est fixe ledit 
acide nucleique. Selon un mode prefere de realisation, le support solide 

15 est une membrane. 

Le procede selon Pinvention est caracterise en ce que lesdites 
molecules susceptibles de reagir avec ledit acide nucleique sont des 
molecules mutagenes et/ou cancerigenes. 

Par reaction avec un acide nucleique, on entend designer toutes 

20 les actions faisant intervenir les molecules selon Tinvention et 
susceptibles d'alterer directement ou indirectement Tintegrite de Tacide 
nucleique. Ces actions peuvent etre par exemple la creation d'adduits 
covalents avec Tacide nucleique, la formation de coupures simple ou 
double brin dans l'ADN, Intercalation de molecules entre les paires de 

25 bases de Tacide nucleique, le pontage chimique intra ou 
intermoleculaire. 

Parmi les molecules mutagenes et/ou cancerigenes, il convient de 
citer les molecules prealablement citees et notamment les 
hydrocarbures polycycliques, les radicaux libres, les aldehydes 

30 aliphatiques satures et insatures, les nitrosamines, les agents 
intercalants, Tamiante, les acridines, les diquinolines, les imidazoles, les 
pyrrolizines et leurs derives. 
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Llnvention porte egalement sur un filtre pour fluide destine a la 
mise en oeuvre du procede selon Tinvention caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un compartiment intermediaire comprenant une 
preparation con tenant un acide nucleique. Le filtre peut comprendre en 
5 outre un element filtrant additionnel compose de materiel fibreux ou 
granulaire tel par exemple Tacetate de cellulose, la viscose, les fibres de 
polypropylene, le gel de silice, le charbon active. 

Selon un mode particulier de realisation du filtre, ledit 
compartiment intermediaire est place a Tentree et/ou en sortie dudit 

10 element filtrant additionnel. 

Selon un mode prefere de realisation, le filtre selon Tinvention 
entre dans la composition d*un article a fumer tel que decrit ci-apres. 
Selon un autre mode de realisation, le filtre selon Tinvention est utilise 
dans llndustrie pour reduire la concentration de Tair en substances 

15 susceptibles de reagir avec un acide nucleique ; de telles substances 
sont toxiques pour les cellules vivantes et, par extension, toxiques pour 
les organismes vivants, teis que lTiomme, les animaux ou les plantes. 
Le filtre selon Tinvention peut etre utilise dans Pindustrie dans des 
systemes de filtration de Fair. Le filtre selon Tinvention peut egalement 

20 entrer dans la composition de masques personnels protecteurs des 
fumees ou de gaz toxiques ou asphyxiants. Ainsi, de tels masques 
peuvent etre utilises par des hommes travaillant dans une atmosphere 
chargee en amiante, dans les usines d'incineration des ordures, dans 
rindustrie de la distillation destructrice du charbon et du bois, dans le 

25 fumage de denrees alimentaires, ou dans des secteurs d'activites 
impliquant la combustion du fuel dans les moteurs diesel ou a essence. 

Le procede de Tinvention s'applique done non seulement au 
traitement de la fumee de tabac mais egalement au traitement de tous 
gaz contenant des composes mutagenes et cancerigenes ayant une 

30 affinite pour l'ADN. 

Enfin, Tinvention porte sur un article a fumer pour la mise en 
ceuvre du procede selon Tinvention, comprenant au moins une portion 
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de tabac susceptible d'etre consumee en produisant une fumee et 
comprenant au moins un produit de type tabac et une extremite qui ne 
se consume pas, caracterise en ce qu'il comprend entre ladite portion de 
tabac et ladite extremite qui ne se consume pas un filtre tel que decrit 
5 precedemment. Selon un mode particulier de realisation de Pinvention, 
Particle a fumer se caracterise en ce que le filtre constitue Pextremite de 
Particle a fumer qui ne se consume pas. 

I/article a fumer selon Pinvention est choisi dans le groupe 
compose des cigarettes, cigares, pipes, porte-cigarettes, porte-cigares et 

10 de leurs equivalents. Selon un mode prefere de realisation Particle a 
fumer est une cigarette. 

Enfin, Pinvention concerne un precede pour reduire la concentration 
en molecules susceptibles de reagir avec un acide nucleique en 
suspension dans un fluide caracterise en ce que le procede comprend 

15 les etapes suivantes de mise en contact dudit fluide avec un acide 
nucleique en quantite suffisante et de fixation desdites molecules sur 
ledit acide nucleique ; ledit procede se caracterise en ce que ledit fluide 
penetre dans un compartiment, est mis en contact avec ledit acide 
nucleique sur lequel reagissent lesdites molecules puis ressort dudit 

20 compartiment en ayant reduit de maniere substantielle la concentration 
desdites molecules dans ledit fluide. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
seront mieux mis en evidence a la lecture des exemples suivants. 

25 

EXEMPLES 
1* Description des cigarettes 

30 
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Chacune des cigarettes utilisees dans les exemples ci-apres a une 
circonference d'environ 24.8 mm et inclut un baton de tabac ayant une 
longueur de 57 mm et un element filtrant 

5 Les cigarettes selon Tinvention possedent un element filtrant contenant 
l'acide nucleique selon Tinvention. Pour les cigarettes controle, des 
echantillons de cigarettes sont preparees sans que Telement filtrant ne 
contienne Tacide nucleique selon Tinvention. L'element filtrant est 
compose d'acetate de cellulose et est attache au baton de tabac en 

10 utilisant un papier non poreux. Les cigarettes controle et les cigarettes 
selon Tinvention contiennent la meme quantdte d'acetate de cellulose. 
Les cigarettes controle possedent un element filtrant de 27mm. Les 
experiences sont realisees avec des elements filtres ventiles et non 
ventiles. Des cigarettes controle supplementaires sont utilisees qui sont 

15 depourvues d'element filtrant. 

Le melange a fumer consiste en du tabac qui a la forme de ce qui est 
appele "melange americain" et inclut les tabacs "Flue-cured", "Burky" et 
"Oriental" ainsi que du tabac reconstitue. Le melange de tabac est roule 
. 20 avec un melange de glycerine, d'eau et de flaveurs. Le melange est sous 
la forme de brins ou de lambeaux ayant une longueur moyenne de 
1mm. Le melange de tabac est equilibre a un taux d'humidite 
d'approximativement 12.5%. Chaque cigarette contient 650mg de 
tabac. 

25 

2. Analyses chimiques de la fumee principale de cigarette 

Une machine a fumer utilisant un precede standard international (FTC) 
30 est utilisee pour generer la fumee principale de cigarette pour les 
analyses chimiques (Volume d'aspiration 35 ml, duree 2 secondes, une 
aspiration par minute). La methode FTC est utilisee pour determiner la 
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11 

quantite totale de matiere particulate, de la nicotine et du goudron 
(Pillsbuiy et aL, 1969). 

Les analyses suivantes sont realisees sur la fumee principale qui 
5 traverse le filtre et/ou est inhalee par le fumeur. Le monoxyde de 
carbone est determine par spectroscopic infra-rouge non dispersive 
apres recuperation de la phase gazeuse. L'ammoniac est determine par 
un procede colorimetrique (Harell et al 1975). L'acrylonitrile, le 
benzene, Tisoprene, le 1.3-butadiene sont determines par 

10 chromatographic en phase gazeuse avec une detection selective de la 
masse selon des conditions adaptees du protocole publie par Byrd et aL 
(1990). Le formaldehyde, 1'acetaldehyde, l'acetone et Pacroleine sont 
determines par chromatographic liquide avec une detection de 
fluorescence apres modification avec le 2-diphenyl-acetyM,3 

15 indandione-l-hydrazone pour former des derives azymes (Borgerding et 
al, 1984). Les oxydes d'azote sont determines par chemiluminescence 
(Neurath et al, 1976). Le cyanide dTiydrogene est determine selon la 
methode de Collins et al (1970). 

20 

3. Preparation des condenses de fumee de cigarette (CFC) 

Des condenses de fumee de cigarette provenant de 6 cigarettes 
identiques sont prepares en fumant les cigarettes dans une machine a 
25 fumer selon les conditions FTC (volume d'aspiration 35 ml, duree 2 
secondes, une aspiration par minute). 

Les condenses de fumee de cigarette (CFC) sont collectes sur un filtre 
Cambridge et peses. Les filtres sont extraits avec du DMSO, dont le 
30 volume est adapte a la masse de materiel sur le filtre Cambridge 
(Pillsbuiy et al 1969). Le DMSO est utilise comme solvant controle pour 
tous les tests utilisant des CFC. 



12 
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4. Technologie d'exposition de cellules a la fumee (TECF) 

5 La technologie TEFC est decrite dans Bombick et al (1997). Brievement, 
la fumee principale de cigarette est generee en fumant 6 cigarettes selon 
les conditions FTC sur un carousel en rotation tel que decrit par 
Baumgartmer et Coggins (1980). La fumee principale produite par la 
machine a fumer est diluee dans de Tair HEPA (high efficiency 
10 particulate accumulation) filtre, humidifie et distribue dans des 
chambres d'exposition de la fumee aux cellules. La concentration de la 
fumee dans les chambres est controlee par le systeme decrit par Ayres 
et al (1990). 

15 Les flasques de cellules en culture sont disposees sur des blocs 
d'aluminium chauffant sur une plate-forme en rotation. La temperature 
des flasques est maintenue a 37°C. Les flasques de culture sont 
individuellement connectees a une chambre d'exposition par un tuyau 
en silicone de qualite alimentaire et les cellules a rinterieur des flasques 

20 sont exposees a la fumee principale de cigarette qui circule a travers les 
flasques a un debit de 250 ml/min. La plate-forme de rotation permet 
aux cellules d'osciller entre une exposition au courant de fumee 
principale de cigarette et au milieu de culture a une vitesse de 7 
cycles/min en moyenne. 

25 

5. Test Ames de mutagenicity bacterienne 

La mutagenicite a ete evaluee avec le test Salmonelle [Salmonella 
typhbnurium) (Ames et al y 1975 ; Maron et Ames, 1983) avec une etape 
30 de pre-incubation modifiee selon Yahagi et al (1975). Les tests sont 
conduits avec ou sans le systeme d'activation metabolique (melange S9). 
Le surnageant post-mitochondrial S9 (9000 X g) est prepare a partir de 
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foie de rat male Sprague-Dawley Aroclor 1254 induit (Ames et al. 1975). 
La concentration finale de melange S9 dans le systeme metabolique est 
de 10% (v/v). Chaque echantillon est teste a quatre doses differentes. 
Tous les tests sont realises en double. Toutes les experiences sont 
5 realisees sur 3 boites pour chaque concentration. Le DMSO est utilise 
comme solvant controle negatif. Les controles positifs utilisant le 2 
Amino-fluorene et un condense de fumee de cigarette sans filtre sont 
realises simultanement avec toutes les experiences. 

10 Les echantillons test de condense de fumee de cigarettes (CFC) dans du 
DMSO (qui ne doivent pas exceder 50 |jl par boite) sont ajoutes au 
melange S9 contenant la bacterie test dans un tube a essai en verre 
maintenu a 37°C avant ^addition de 2 ml de TOP Agar fondu. Le 
contenu des tubes est verse sur un milieu Agar glucose minimal et 

15 incube a 37°C pendant 48 heures. 

Un echantillon est considere comme mutagene si il induit une 
augmentation du nombre des revertants avec une quantite au moins 
double de revertants dans Techantillon teste que dans Techantillon 
20 controle. 

Les courbes sont realisees a partir des lignes de regression lineaire 
construites a partir du Log de la concentration par rapport au nombre 
des revertants. Les nombres qui expriment Tactivite Ames representent 
25 la pente exprimee comme le nombre de revertant par milligrame de 
condense de fumee de cigarettes. 

6. Test d'echange de chromatides soeurs (SCE) sur des cellules 
30 exposees au CFC 
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Environ un million de cellules (CHO) sont ensemencees dans des 
flasques T75 dans 10ml de milieu complet Mc Coy's 5a et cultivees 
pendant environ 24 heures avant le traitement. 

5 Les tests de SCE sans activation metabolique ont ete realises de la 
maniere suivante : des cultures cellulaires contenant des 
concentrations differentes de CFC dilue dans le milieu de culture (0, 10, 
25, 50, 75 et 100 ng/ml de milieu de culture) sont realisees pendant 2.4 
heures. Du 5-Bromo-2-deoxyuridine (BrdU) est ensuite ajoute au milieu 
10 a une concentration finale de 10 uM. Les cultures sont incubees a 
nouveau pendant 22.6 heures. 

Les cultures cellulaires sont rincees pour eliminer les CFC et un 
nouveau milieu contenant du BrdU et de la colcemide (0,1 ng/ml) est 
15 ajoute. Les cultures sont recoltees 2.5 heures plus tard. 

Des lames sont preparees et colorees avec la technique FPG 
(Fluorescence Plus-Giemsa). 

20 

7. Test d'echange de chromatides soeur (SCE) sur des cellules 
exposees a la fumee 

Les cellules CHO sont ensemencees dans des flasques T75 a une 
25 densite de 1.2 million de cellules dans 20 ml de milieu Ham's F12 avec 
de lUepes 25 mM et 10% de serum de veau fetal, et incubees pendant 
18 a 24 heures. Juste avant l'exposition a la fumee, du BrdU (10 jiM) 
est ajoute a chaque flasque. Des flasques en trois exemplaires sont 
exposees a chaque concentration de fumee totale pendant une heure. 
30 Des flasques controle en trois exemplaires sont exposees a de l'air HEPA 
filtre humidifie. Apres une heure d'exposition, les cellules sont incubees 
a nouveau dans un incubateur pendant au moins 27,5 heures avec du 
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colcemide pendant les dernieres 2,5 heures. Les cellules sont recoltees 
et fixees, et au moins trois lames sont preparees pour chaque flasque. 
Des lames sont preparees et colorees avec la technique FPG. 

5 8. Test de cytotoxicity au rouge neutre 

Les cellules CHO sont ensemencees dans une micropiaque a 96 puits a 
une densite de 10 000 cellules par puits, puis incubees a 37°C dans 
une atmosphere humide air/C02 5%. 

10 

Apres 24 heures, le milieu de culture contenu dans chaque puits est 
aspire et les cellules sont exposees a differentes concentrations de CFC 
(condense de fumee de cigarettes) dissous dans du DMSO. Du milieu 
Ham's F-12 est ajoute a raison de 200 jil par puits. 

15 

Apres la periode d'exposition de 1 heure a 37°C, le milieu est aspire de 
chaque puits, puis remplace par 200 jil d\ine solution de rouge neutre 
(colorant vital). Apres 1 heure d'incubation a 37°C, les puits sont vides 
et laves avec 100 jal de PBS/Formol 1% PH 6.5. L'elution est effectuee 
20 avec 100 \xl de tampon citrate 0.1N pH4.2/ethanol par puits pendant 15 
minutes. Les microplaques sont introduces dans ion spectrophotometre 
et la densite optique (DO) est lue a 550nm. 

Un temoin negatif (DMSO) est integre dans chaque plaque. 

25 

Un echantillon test de CFC est considere comme cytotoxique s'il induit, 
a xane concentration donnee, vine diminution de 50% d'incorporation du 
rouge neutre (dose cytotoxique 50% ou EC50). Les valeurs EC50 des 
differents echantillons testes sont comparees. 
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REVINDICATIONS 



5 1, Procede pour reduire, dans un fluide destine a etre mis en presence 
d*une structure biologique comprenant au moins un acide nucleique, 
la concentration en molecules susceptibles de reagir avec ledit acide 
nucleique caracterise en ce que, prealablement a la mise en presence 
dudit fluide avec ladite structure, on met en contact ledit fluide avec 
10 un acide nucleique en quantite suffisante pour permettre la reaction 
desdites molecules sur ledit acide nucleique mis en contact avec ledit 
fluide. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que ledit acide 
15 nucleique est de TADN. 

3. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que ledit acide 
nucleique mis en contact avec ledit fluide est de PADN double brin. 

20 4. Procede selon l*une des revendications 1 a 3 caracterise en ce que 
ladite mise en contact dudit fluide avec ledit acide nucleique en 
quantite suffisante se fait dans un compartiment intermediaire. 

5. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que ledit fluide est 
25 mis en presence de ladite structure biologique apres sejour dans 

ledit compartiment intermediaire ou apres passage au travers dudit 
compartiment intermediaire. 

6. Procede selon les revendications 4 et 5 caracterise en ce que ledit 
30 compartiment comprend une preparation contenant ledit acide 

nucleique. 
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7. Precede selon les revendications 4 a 6 caracterise en ce que ledit 
compartiment est constitue d*un support solide sur lequel est fixe 
ledit acide nucleique. 

5 8. Precede selon la revendication 7 caracterise en ce que ledit support 
solide est une membrane. 

9. Precede selon Tune des revendications 1 et 8 caracterise en ce que 
ledit fluide est un fluide gazeux ou un fluide liquide. 

10 

10. Precede selon la revendication 9 caracterise en ce que ledit fluide 
gazeux est de Fair ou de la fumee. 

11. Precede selon la revendication 10 caracterise en ce que la fumee 
15 provient de la combustion d*un article a fumer comprenant une 

portion tabac comprenant au moins un produit de type tabac. 

12. Precede selon l*une quelconque des revendications precedentes 
caracterise en ce que lesdites molecules susceptibles de reagir avec 

20 ledit acide nucleique sont des molecules mutagenes et/ou 
cancerigenes. 

13. Procede selon la revendication 12 caracterise en ce que la reaction 
desdites molecules sur ledit acide nucleique se fait par creation 

25 d'adduits covalents. 

14. Procede selon les revendications 12 et 13 caracterise en ce que 
lesdites molecules sont des hydrocaxbures polycycliques, les 
radicaux libres, des aldehydes aliphatiques satures et insatures, les 

30 nitrosamines, les agents intercalants, de Tamiante, des acridines, 

des diquinolines, des imidazoles, des pyrrolizines ou leurs derives. 
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15. Filtre pour fluide destine a la mise en oeuvre du procede selon 
l*une quelconque des revendications 1 a 14 caracterise en ce qu'il 
comprend au moins un compartiment intermediaire comprenant vine 
preparation contenant un acide nucleique. 

5 

16. Filtre selon la revendication 15 caracterise en ce que iedit filtre 
comprend en outre un element filtrant additionnel compose de 
materiel fibreux ou granulaire. 

10 17. Filtre selon la revendication 16 caracterise en ce que ledit 
compartiment intermediaire est place a l'entree et/ou en sortie dudit 
element filtrant additionnel. 

18. Article a fumer pour la mise en oeuvre du procede selon l\me 
15 quelconque des revendications 1 a 14, comprenant au moins une 

portion de tabac susceptible d'etre consumee en produisant une 
fumee et comprenant au moins un produit de type tabac et une 
extremite qui ne se consume pas, caracterise en ce qu'il comprend 
entre ladite portion de tabac et ladite extremite qui ne se consume 
20 pas un filtre selon les revendications 15 a 17. 

19. Article a fumer selon la revendication 18 caracterise en ce que 
ledit filtre constitue l'extremite de l'article a fumer qui ne se consume 
pas. 

25 

20. Article a fumer selon Tune quelconque des revendications 18 et 
19 caracterise en ce qu'il est choisi dans le groupe compose de 
cigarette, du cigare, de la pipe et de leurs equivalents. 

30 21. Article a fumer selon la revendication 20 caracterise en ce que 
l'article a fumer est une cigarette. 
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22. Precede pour reduire la concentration en molecules susceptibles 
de reagir avec ion acide nucleique en suspension dans un fluide 
caracterise en ce que le procede comprend les etapes suivantes : 

- a) mise en contact dudit fluide avec un acide nucleique en 
5 quantite sufflsante; 

- b) fixation desdites molecules sur ledit acide nucleique. 

23. Procede selon la revendication 22 caracterise en ce que ledit fluide 
penetre dans un compartiment, est mis en contact avec ledit acide 

10 nucleique sur lequel reagissent lesdites molecules puis ressort dudit 
compartiment en ayant reduit de maniere substantielle la 
concentration desdites molecules dans ledit fluide. 
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BASIC- ABSTRACT: 

NOVELTY - Reducing, in a fluid that will come into contact with a 
biological 

structure that contains at least one nucleic acid, the concentration 
of " 

molecules (I) that react with nucleic acid, comprising before contact 
with the 

biological system, contacting the fluid with sufficient nucleic acid 
to react 
with (I) . 
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DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following: 

(1) a filter for the process that includes an intermediate 
compartment 

containing nucleic acid ; and 

(2) a smoking article that includes a filter of (1) . 

USE - The method is especially used to remove carcinogens and 
mitogens from 

tobacco smoke, but can be applied more generally, e.g., when 
incorporated into 

a face mask, to treat air for removal of asbestos or smoke from fires 
or 

industrial operations. 

ADVANTAGE - The method provides more effective removal of harmful 
chemicals 

from smoke than conventional cigarette filters . 
CHOSEN-DRAWING: Dwg.0/0 

TITLE-TERMS: REMOVE NUCLEIC ACID BIND CONTAMINATE FLUID CIGARETTE 
FILTER 

COMPRISE CONTACT SMOKE NUCLEIC ACID INHALE 
DERWENT- CLASS: D16 E19 J01 P15 

CPI-CODES: D05-H; D05-H13; E06-H; E07-H03; E07-H04; E10-A01; E10- 
A03; 

E10-D01D; E10-J02B4; E11-Q02; E31-P04; J01-E02; J01-G03; 



CHEMICAL -CODES: 
Chemical Indexing M3 *01* 
Fragmentation Code 

A212 A220 A940 B114 B701 B712 B720 B831 C101 C108 
C550 C802 C804 C805 C807 M411 M750 M904 M905 Q243 
Q431 Q436 Q439 
Specfic Compounds 
16211K 16211X 

Chemical Indexing M3 *02* 
Fragmentation Code 

G000 G450 M280 M320 M414 M510 M520 M531 M540 M610 
M750 M904 M905 Q243 Q431 Q436 Q439 
Ring Index 
06399 

Specfic Compounds 
AOFNJK AOFNJX 
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Chemical Indexing M3 *03* 
Fragmentation Code 

G000 G470 M280 M320 M414 M510 M520 M531 M540 M610 
M750 M904 M905 Q243 Q431 Q436 0439 
Ring Index 
07029 

Specfic Compounds 
A4G1IK A4G1IX 

Chemical Indexing M3 *04* 
Fragmentation Code 

G000 G430 M280 M320 M414 M510 M520 M531 M540 M610 
M750 M904 M905 Q243 Q431 Q436 Q439 
Ring Index 
05255 

Specfic Compounds 
A4G1JK A4G1JX 



Chemical Indexing M3 *05* 
Fragmentation Code 
C107 C108 C307 C520 C730 
C807 M411 M750 M904 M905 
Specfic Compounds 
01881K 01881X 
Registry Numbers 
.1881U 



C800 C801 C802 C803 C804 
M910 Q243 Q431 Q436 Q439 



Chemical Indexing M3 *06* 
Fragmentation Code 

H7 H714 H721 J4 J471 M210 M212 M262 M281 M320 
~ M416 M750 M904 M905 M910 Q243 Q431 Q436 Q439 

Specfic Compounds 

00808K 00808X 
Registry Numbers 
0808U 

Chemical Indexing M3 *07* 
Fragmentation Code 

J4 J471 M280 M320 M416 M620 M750 M904 M905 M910 

Q243 Q431 Q436 Q439 

Specfic Compounds 

00001K 00001X 

Registry Numbers 

0001U 

Chemical Indexing M3 *08* 
Fragmentation Code 

J4 J471 M210 M211 M262 M281 M320 M416 M620 M750 
M904 M905 M910 Q243 Q431 Q436 Q439 
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Specfic Compounds 
00343K 00343X 
Registry Numbers 
0343U 



Chemical Indexing M3 *09* 
Fragmentation Code 

C107 F013 F431 J5 J581 KO K6 K610 K7 K751 
M210 M211 M273 M281 M313 M321 M332 M342 M381 M391 
M413 M510 M521 M530 M540 M750 M904 M905 Q243 Q431 
Q436 Q439 
Specfic Compounds 
A4G1SK A4G1SX 



Chemical Indexing M3 *10* 
Fragmentation Code 

C107 F013 F431 H4 H401 H481 H8 KO K6 K610 
K7 K751 M210 M211 M273 M281 M314 M321 M332 M343 
M373 M391 M413 M510 M521 M530 M540 M750 M904 M905 
Q243 Q431 Q436 Q439 
Specfic Compounds 
A4G1YK A4G1YX 



Chemical Indexing M3 *11* 
Fragmentation Code 

C107 F011 F012 F013 F423 F431 H2 H211 KO K6 
K610 K7 K751 Ml M116 M280 M320 M413 M510 M522 
M530 M540 M750 M904 M905 Q243 Q431 Q436 Q439 
Specfic Compounds 
A4G24K A4G24X 

Chemical Indexing M3 *12* 

Fragmentation Code — - 

G000 G040 G221 M280 M320 M414 M510 M520~MS3T" M540- 
M610 M750 M904 M905 Q243 Q431 Q436 Q439 
Markush Compounds 
200042-24401-K 2 00042 -24401-X 



Chemical Indexing M3 *13* 
Fragmentation Code 

H714 H721 J4 J471 M210 M211 M212 M213 M214 M215 
M216 M220 M221 M222 M223 M224 M225 M226 M231 M232 
M233 M262 M281 M320 M416 M620 M750 M904 M905 Q243 
Q431 Q436 Q439 
Markush Compounds 
200042-24402-K 200042-24402-X 



Chemical Indexing M3 *14* 
Fragmentation Code 

D000 D011 D021 D022 D023 D024 D025 D029 Elll M280 
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M320 M412 M511 M520 M530 M540 M750 M904 M905 Q243 
Q431 Q436 Q439 
Markush Compounds 
200042-24403-K 200042-24403-X 

Chemical Indexing M3 *15* 
Fragmentation Code 

D012 D013 D014 D019 D021 D022 D023 D024 D025 D029 
D621 D699 Ml M116 M280 M320 M412 M512 M520 M530 
M540 M750 M904 M905 Q243 Q431 Q436 Q439 
Markush Compounds 
200042-24404-K 200042-24404-X 

Chemical Indexing M3 *16* 
Fragmentation Code 

F000 F011 F012 F014 F015 F521 H181 H201 M280 M320 
M413 M510 M521 M530 M540 M750 M904 M905 Q243 Q431 
Q436 Q439 
Markush Compounds 
200042-24405-K 200042-24405-X 

Chemical Indexing M3 *17* 
Fragmentation Code 

D000 D011 D012 D013 D014 D016 D019 D690 M280 M320 
M412 M511 M520 M530 M540 M750 M904 M905 Q243 Q431 
Q436 Q439 
Ring Index 
00976 

Markush Compounds 
200042-24406-K 200042-24406-X 

Chemical Indexing M3 *18* 
Fragmentation Code 

M781 M905 Q243 Q431 Q436 Q439 Q508 R032 R042 
Specfic Compounds 
A00NSK A00NSR 

UNLINKED-DERWENT-REGISTRY-NUMBERS : 0001U; 0343U ; 0808U ; 1881U 
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